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研究成果の概要（和文）：転写因子 FOXO1は寿命延長や抗老化に関与することが知られているが、
その分子機構は不明である。本研究で我々は FOXO1が紫外線に対する DNA 保護機構のひとつで
ある損傷乗り越え DNA複製に寄与することを見出した。さらに線虫を用いた解析の結果、この
機能は発生段階の紫外線耐性に重要な役割を持つことが明らかとなった。本研究成果は FOXO1
の抗老化メカニズムの解明につながるものと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Transcription factor FOXO1 is known to be involved in lifespan 
extension and anti-aging; however, the molecular mechanism remains unclear. In this study, 
we found that FOXO1 contributes to tlanslesion DNA synthesis, which serves as the DNA 
damage response against ultra violet (UV) irradiation. Furthermore, genetic analysis 
using C. elegans showed that FOXO1/DAF-16 plays a crucial role in UV resistance during 
larval development. Our finding will help to elucidate the anti-aging mechanism of FOXO1. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 FOXO1 は多細胞生物において高度に保存
されたフォークヘッド型転写因子であり、糖
代謝や細胞周期調節、アポトーシス誘導、酸
化ストレス耐性、幹細胞能の維持など多彩な
生理機能に関わることが知られている。また
モデル生物である線虫の遺伝学的解析から、
FOXO1 オルソログの DAF-16 が寿命の延長
に寄与することが示されている。すなわち、
daf-2（インスリン受容体オルソログ）変異体
が示す「長寿」という表現型が、daf-16 との
二重変異体で完全に消失することから、転写
因子であるDAF-16は寿命の延長に関わる遺
伝子の発現を活性化すること、一方で DAF-2
シグナルはDAF-16の活性を負に制御するこ
とが示唆されていた。その後、哺乳類細胞を
用いた生化学的解析から、インスリンシグナ
ルがAktキナーゼ依存的なリン酸化を介して
FOXO1 の転写活性を抑制していることが明
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らかになると、寿命調節メカニズム解明の突
破口として、長寿遺伝子と予想される
DAF-16/FOXO1 標的遺伝子の探索が世界中
で始まった。これまでに線虫の daf-2 長寿変
異体を用いたマイクロアレイや結合配列デ
ータベース解析、ChIP-on-Chip、トランスク
リプトームなどが報告されており、DAF-16
の新規標的遺伝子が多数同定されてきたが、
各々の結果が必ずしも重複しないこと、また
候補遺伝子の変異体で期待したほど寿命に
変化が見られないことから、DAF-16 と長寿
をつなぐ答えは未だ見出されていない。さら
に最近、DAF-16 標的遺伝子の中でも最も重
要な長寿遺伝子と考えられていた活性酸素
除去酵素遺伝子 sod-3 が、daf-2 変異体の長
寿形質と無関係であることが遺伝学的に示
されたことで、寿命制御メカニズム解明に向
けた FOXO1 研究は再び振り出しに戻った。 
 一方で我々は、これまで FOXO1 の翻訳後
修飾による転写制御機構の研究を進めてき
たが、タンパク質複合体精製法を用いて新規
FOXO1 結合タンパク質を探索していた過程
で、意外なことに複数の DNA 損傷修復因子
を同定した。この結果は、転写因子である
FOXO1 が DNA 損傷応答機構の構成因子と
して機能する可能性を示唆していた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 我々は、学術的背景や自らの実験結果から、
DAF-16/FOXO1 を介した寿命延長・抗老化
現象は、標的遺伝子の転写活性化ではなく、
DNA 損 傷 応 答 ・ 修 復 機 構 に お け る
DAF-16/FOXO1 の直接的な新規機能が重要
ではないかという着想に至った。 
 そこで本研究では第一に、FOXO1 がどの
ような DNA 損傷応答経路に関与するのかを
明らかにし、さらにその活性に必要な
FOXO1 の機能（DNA 結合能、タンパク質結
合能、修飾酵素リクルート能など）を特定す
る。そして第二に、転写活性と独立した
FOXO1 の DNA 損傷応答機能が、線虫 daf-2
長寿変異体における daf-16 依存性にどのよ
う な 意 義 を も つ か 検 証 す る た め に 、
daf-2/daf-16 二重変異体や RNAi 法、トラン
スジェニック技術を組み合わせた遺伝学的
解析を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究は、以下の２点に焦点を絞って解析を
行う。 
 
(1) DNA損傷応答機構における FOXO1の役割
と分子メカニズムの解明 
 主に培養細胞を用いた生化学的・分子生物
学的手法により、FOXO1が関与する DNA損傷
経路の特定と、その経路における FOXO1の機
能を解明する。その際、FOXO1 に結合する DNA
損傷応答因子の同定を解析の足がかりとす
る。 
 
(2) DAF-16の DNA損傷応答機能と寿命延長・
抗老化との関連性の検証 
 
 寿命測定および抗老化活性の評価は、線虫
の変異体や RNAiノックダウン、およびトラ
ンスジェニック技術を組み合わせた遺伝学
を中心に進める。また体細胞分裂が盛んな幼
虫期と、体細胞分裂が停止した成虫期の双方
で DNA損傷耐性を調べることで、様々な DNA
損傷応答経路に適応した評価系を確立する。 
 
 
 
４．研究成果 
 
本研究の主な成果は、以下の通りである。    
 
(1) DNA損傷応答機構における FOXO1の役割
と分子メカニズムの解明 
 
① FOXO1 ノックダウン細胞に、様々な DNA損
傷刺激を与えたところ、紫外線照射において
のみ感受性の亢進が認められた。またこの現
象は同じ FOXOファミリーである FOXO3aのノ
ックダウン細胞ではみられなかった。 
 
② 紫外線に対する DNA損傷応答機構として、
ヌクレオチド除去修復(NER)と損傷乗り越え
複製(TLS)の 2つが存在する。FOXO1 がどちら
に関与するか検証するため、チミンダイマー
の検出や各細胞周期の紫外線感受性を調べ
たところ、FOXO1 は TLS（次ページ図）に関
与することが示唆された。 
 
 
 
 
 
③ FOXO1が TLS に関与するならば、FOXO1ノ
ックダウン細胞で紫外線照射後に ATR-Chk1
シグナル経路が亢進することが予測される。
これを検証した結果、実際に ATR活性化の指
標である Chk1 の Ser-345 のリン酸化の亢進
が認められた（下図）。 
 
 
④ 細胞において TLS 活性を評価する方法と
して、TLS の責任酵素である DNA ポリメラー
ゼ η (polη)の核内 foci 形成やクランプタ
ンパク質である PCNAのユビキチン化がある。
FOXO1 ノックダウン細胞でこれらを検証した
ところ、有意な変化はみられなかったことか
ら、FOXO1 は TLS の他のプロセスに関与して
いる可能性を示唆された。 
 
⑤ FOXO1と TLS関連因子の相互作用を調べた
ところ、1 本鎖 DNA 結合タンパク質である
RPA1との結合が見いだされた。またこの結合
がフォークヘッドドメインを介すること、
FOXO3a は RPA1 と結合しないことが明らかに
なった。 
 
⑥ FOXO1 は通常の培養下においては細胞質
に局在するが、紫外線照射後 30 分程度で
FOXO1 が核に移行することを見出した。また
FOXO1 ノックダウン細胞では、RPA と TLS 補
助因子である CTF18の紫外線依存的な結合が
抑制されることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
(2) DAF-16の DNA損傷応答機能と寿命延長・
抗老化との関連性の検証 
 
① 線虫は孵化後 4 段階の幼虫期を経て成虫
となり、この間の活発な細胞分裂(DNA 複製)
時に紫外線を照射することで、TLS を評価す
ることができる。解析の結果、daf-16 変異体
は polη変異体と同様に成長が遅延すること
を明らかにした。 
 
② 野生型、daf-16 変異体、および polη 変
異体を用いて、成虫期の紫外線耐性を検証し
た結果、全てにおいて有意な耐性の差は見ら
れなかった。一方、NER の責任遺伝子である
xpa-1 の変異体では、顕著な紫外線感受性が
認められた。 
 
③ daf-2 変異体において上記の２つの実験
を行ったところ、共に野生型と差がなかった
ことから、DAF-16の Aktによるリン酸化制御
は紫外線耐性には関与しないことが示唆さ
れた。 
 
④ daf-16変異体に野生型 daf-16、および転
写活性を欠失した daf-16dADを発現させたト
ランスジェニックレスキュー系統を樹立し、
幼虫期の紫外線感受性を調べたところ、野生
型のみならず、daf-16dAD でも同様に成長の
遅延がレスキューされた。この結果は、
DAF-16の TLS活性に転写活性化能が必要でな
いことを示している。 
 
⑤ 上記のトランスジェニック線虫を用いて、
寿命を測定した結果、daf-16dAD では寿命は
レスキューできないことが明らかになった。
この結果は、DAF-16 の寿命延長活性に転写活
性化能が必要であることを示している。 
 
以上の結果は、転写因子である FOXO1が培養
細胞のみならず、線虫個体においても損傷乗
り越え DNA複製に寄与することを示している。
紫外線が老化の一因であることを考えると、
本研究成果は FOXO1の抗老化メカニズムの一
端の解明につながるものと考えられる。 
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